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微滴式数字 PCR 对肉制品中羊肉和猪肉 
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摘要：为了实现肉制品中羊肉和猪肉的量化研究，本文应用微滴式数字 PCR 对肉制品进行定量检测。通过在看家基因上设计单

拷贝特异性引物，能更好的鉴别是人为因素的掺假还是在加工过程中无意的带入。根据 ddPCR 的结果显示，在一定范围肉质量和 DNA

的浓度，DNA 浓度和 DNA 拷贝数(C)成现一定的线性关系。通过人为掺假及市售样品检测以验证此方法。以 DNA 浓度作为中间换

算值，得到肉质量和 DNA 拷贝数之间的换算关系 M 羊=0.12C-10.6 M 猪=0.07C+4。通过对已知掺假比例的肉样及市售样品进行检测，

能够较好的得到掺假肉的质量。目前市场上存在一定的掺假现象且该检测方法具有一定市场应用前景，本文建立的微滴式数字 PCR

在羊肉和猪肉及其制品中的掺假检测具有较强的应用潜力，对目前混乱的肉制品掺假的市场监管提供了科学的依据。 
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Abstract: In order to realize the quantitative research of mutton and pork in meat products, a quantitative method based on the droplet 

digital polymerase chain reaction (ddPCR) was used for quantitative detection of meat products in this study. It was better to identify the 

adulteration of human factors or inadvertent bringing into during the process by designing single primers on housekeeping genes. The results of 

ddPCR showed that the relationships between the DNA concentration and DNA copy number(C) were close to be linear in a certain rage of meat 

weight and DNA concentration. This method was validated by artificial adulteration and commercial sample detection. The DNA concentration 

was utilized as an intermediate value to establish the formulae about the relationship between the original meat weight and DNA copy number: 

Movine=0.12C-10.6, Mpork=0.07C+4. By examining the mixed meat samples of known adulteration composition and commercially available 

samples, a more accurate method for detecting the adulteration meat was established. It shows that there is a certain adulteration in the market,  

and the droplet digital polymerase chain reaction(ddPCR) established in this paper has great potential  in adulteration detection of mutton and 

pork and their products, which provides a scientific basis for the market supervision of adulterated meat products at present. 
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随着我国经济高速发展，不同肉类价格差异，使

“掺杂使假”成为食品加工、流通和餐饮中存在的重要

问题[1]。一些不法商贩用一些廉价肉冒充高价肉进行

出售，这对于市场的监管是不利，这需要有关部门建

立相关的检测方法。PCR 技术是检测动物源性成分中

发展较为完善、灵敏度及准确度都相对较好的技术手

段[2,3]。用现有常见的荧光 PCR 进行检测不能区分是
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故意掺假还是加工过程中无意的带入，这就给监管部

门带来了一定的困难，需要可靠的定量技术作为依托。 
荧光 PCR 鉴别动物源性成分，一般根据线粒体进

行特异性引物的设计。线粒体基因进化速度快，物种

的区分度高，在科研上宜为物种分类的靶基因[4~8]。但

不同物种中线粒体的拷贝数不同，对于物种的定量具

有局限性。与线粒体相比，看家基因属于单拷贝基因，

有利于量化分析[9]。王珊等[10]建立了一种定量检测羊

肉制品中羊源性成分与猪源性成分的方法。René 等[3]

开始探索定量分析食品中的动物源性成份的技术方

法，利用单拷贝基因设计引物，进行荧光 PCR 检测，

可以达到定量的检测。宋丽萍等[11]根据猪的单拷贝基

因β-actin和绵羊的单拷贝基因催乳素受体所设计的特

异性引物，对于猪和羊的定量检测取得了满意的效果。 
聚合酶链式反应(polymerase chain reaction，PCR)

提出至今已有 20 年时间，期间 PCR 已发展成为分子

生物学领域的一项关键技术和常规技术，极大地推动

了生命科学各个领域的发展[12]。dPCR 构想最早于

1992年由Sykes等[13]基于样品稀释和泊松分布数据处

理的巢式 PCR 定量技术而提出。20 世纪末，Vogelstein
等提出数字 PCR( digital PCR，dPCR)的概念[14]。微滴

式数字 PCR 方法与实时荧光 PCR 方法相比较，无需

标准曲线，下限可调至单拷贝，阳性微滴计算直接且

准确[15,16]。本方法无需依靠标准曲线或参照基因，可

直接得出 DNA 拷贝数，是对起始样品的绝对定量[17]。

因此该技术广泛应用于物种鉴定[18]、病原检测[19]、转

基因[20,21]及肉源成分检测[22,23]及基因表达分析[24]等，

该方法具有实用性强的应用前景。 
本文在前人的基础上初步探讨了羊肉、猪肉及肉

制品中动物源性成分的定量分析，采用羊肉和猪肉的

精瘦肉作为研究的样本，以基因组中单拷贝基因为靶

基因设计引物和探针，采用微滴式数字 PCR 技术，建

立动物源成分中羊肉和猪肉的定量分析，有利于市场

的监管。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

生鲜羊肉、牛肉、猪肉、鸡肉和鸭肉等肉样均为

精瘦肉，羊肉卷、羊肉片、羊肉串、猪肉松、火腿肠、

培根切片、烟熏肘花等羊肉和猪肉制品，均购于石家

庄各大超市；引物及探针，由上海生物工程技术有限

公司合成。 
蛋白酶 K(目录号：DP304)，天根公司；Bio-Rad 

QX200 ddPCR 微滴生成仪，美国 Bio-Rad 公司；

ME204/02，电子天平，梅特勒-托利多仪器（上海）

有限公司；NanoDrop 2000 微量核算蛋白测定仪，美

国 Thermo 公司；C1000 Touch Thermal Cycler 基因扩

增仪，美国伯乐公司；Sigma 1-15pk 冷冻离心机，德

国 Sigma 公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品的制备 
取新鲜的肉样、市售样品用组织绞肉机进行绞碎

于鼓风干燥箱中 80 ℃、72 h 烘干，用组织破碎机及液

氮进行破碎处理研磨成超细的粉末，此肉样用作实验

的样品、掺假模型的建立及实际检测，处理过程中不

同肉样分开处理，防止交叉污染。掺假模型及市售样

品的检测称取质量均为 100 mg。 
1.2.2  DNA 的提取 

实验中分别称取 10~100 mg 肉样，所有样品均加

入 1000 μL 组织细胞裂解缓冲液和 150 μL 蛋白酶 k，
涡旋振荡，混匀，65 ℃水浴振荡 3 h；之后加入体积

各半的苯酚、氯仿，混匀，12000 r/min 离心 10 min；
将上层清液转移至无菌的离心管中，加入与上层清液

等体积的氯仿，混匀，12000 r/min 离心 5 min；再将

上层清液转移至无菌的离心管中，重复上一步骤；加

入两倍体积的冰乙醇(100%)和十分之一体积的3 M的

乙酸钠，混匀，并在-20 ℃下过夜处理；然后在 12000 
r/min 下离心 30 min，去上清，用 75%的乙醇洗涤沉

淀两次，12000 r/min 离心 5 min，去上清，将沉淀物

室温风干，重悬于无菌的 100 μL ddH2O 中，并储存在

-20 ℃。以上所有离心过程均在 4 ℃下进行。 
1.2.3  样品中羊、猪源性成分的检测 

羊源性和猪源性成分的引物和探针序列分别参考

宋丽萍[11]和 René Köppel[3]合成，具体的引物和探针序

列见表 1。 
1.2.4  微滴式数字 PCR 反应体系 

ddPCR TM Supermix for Probes（No dUTP）10 μL，
上下游引物各 1.2 μL（900 nmol/L），探针 0.4 μL（250 
nmol/L），DNA 模板 4 μL，用双蒸水补齐至 20 μL。
进行微滴化处理，之后进行普通 PCR 反应。PCR 反

应条件：95 ℃ 10 min；94 ℃ 30 s，62 ℃ 1 min，98 ℃ 
10 min，40 个循环。最后用微滴分析器对微滴进行分

析。 
1.2.5  羊肉和猪肉的质量与拷贝数换算公式的

确定 

1.2.5.1  肉样本质量与 DNA 含量的关系 
用精密天平准确称取 10 mg~100 mg 的样品，提

取基因组 DNA，并用 Nanodrop2000 进行 DNA 浓度
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的测定，每个质量的肉样设置三个重复。  
表1 实验所用的引物和探针列表 

Table 1 The list of primers and probes used in the experiments 

引物/探针名称 工作浓度 序列 扩增长度 探针标记 

Sheep F 10 pmol CCAACATGCCTTTAAACCCTCAA 

88 Fam-BHQ1 Sheep R 10 pmol GGAACTGTAGCCTTCTGACTCG 

Sheep Probe 10 pmol TGCCTTTCCCCGCCAGTCTC 

pork F 10 pmol GGAGTGTGTATCCCGTAGGTG 

103 Fam-BHQ1 pork R 10 pmol CTGGGGACATGCAGAGAGTG 

pork Probe 10 pmol TCTGACGTGACTCCCCGACCTGG 

注：表中所有序列均为 5`-3`方向。

1.2.5.2  肉样本 DNA 含量与拷贝数的关系 
分别对提取的羊肉和猪肉DNA 进行 9 个和 10 个

梯度的稀释，羊肉为 5、10、20、30、40、50、60、
70、80 ng/μL，猪肉为 20、40、60、80、100、120、
140、160、180、200 ng/μL，进行 ddPCR 的的检测，

每个梯度设置三个重复。 
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1.2.6  已知混合肉样的检测 

为验证该方法准确性，对已知掺假比例的肉样进

行检测(羊肉和猪肉的掺假比例为 9:1、8:2、7:3、6:4、
5:5、4:6、3:7、2:8、1:9)，总质量为 100 mg，按 1.2.2
的方法进行 DNA 的提取，对提取的 DNA 稀释 30 倍，

进行 ddPCR 的检测。 
1.2.7  对市售样品的检测 

为进一步验证数字 PCR 在肉类掺假中的实际应

用能力，对在超市购买的预包装羊肉串、散装羊肉串、

预包装羊肉片、预包装羊肉卷、散装羊肉卷等羊肉制

品和培根切片、酱熏肘花、肉灌肠、烟熏火腿、猪肉

铺等猪肉制品进行检测。 
1.2.8  数据分析 

所有结果采用 SPSS 17.0 软件进行统计学分析，

利用 Excel 进行图表编辑 

 
图1 羊源性和猪源性引物和探针体系的特异性检测 

Fig.1 The specificity detections of mutton and pork 

primer-probe systems 

注：1、sheep 引物-beef 模板；2、sheep 引物模板；3、sheep

引物-pork 模板；4、sheep 引物-chicken 模板；5、sheep 引物-duck

模板；6、sheep 引物-negative；7、pork 引物-beef 模板；8、pork

引物-sheep 模板；9、pork 引物模板；10、pork 引物-chicken 模

板；11、pork 引物- duck 模板；12、pork 引物-negative。 

2  结果与分析 

2.1  特异性检测 

本实验在单拷贝上设计引物，为验证引物的特异

性，分别用牛、羊、猪、鸡和鸭等进行特异性检测，

以无菌双蒸水作为空白对照，如图 1 所示，结果显示

羊源性引物和猪源性引物的特异性良好，能用于猪肉

掺羊肉的掺假模型的检测。 

2.2  羊肉和猪肉 DNA 的提取率 

 

图2 羊肉质量和DNA浓度的关系 

Fig.2 Linear relationship between meat quantity and DNA 

concnetration of mutton 

为减少实验误差，本实验采用精瘦肉进行掺假模

型的制备，对不同质量梯度的肉样(10~100 mg)进行

DNA 的提取，并用 Nanodrop 2000 对提取的 DNA 的

浓度进行测定，每个质量三个重复，结果显示生肉的

质量和 DNA 的浓度呈一定的线性关系，羊肉和猪肉

的相关性系数 R2均为 0.9989。 
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该实验表明羊肉和猪肉的生肉质量和提取的

DNA 的浓度均呈明显的线性关系。 

 
图3 猪肉质量和DNA浓度的关系 

Fig.3 Linear relationship between meat quantity and DNA 

concentration of pork 

2.3  DNA 含量和拷贝数的关系 

 
图4 羊肉DNA浓度和DNA拷贝数之间的关系 

Fig.4 Linear relationship between DNA concentration and DNA 

copy number of mutton 

将羊和猪提取的基因组 DNA 进行稀释，羊的稀

释浓度为 5~80 ng/μL，猪的稀释浓度为 20~200 ng/μL，
取 4 μL 稀释后的 DNA 进行数字 PCR 的检测，结果显

示随着 DNA 浓度的增加，DNA 的拷贝数也增加，成

一定的线性关系，羊和猪的相关性系数分别为

R2=0.9986 和 0.9984，每个梯度重复三次。 

2.4  羊肉和猪肉质量与拷贝数关系的确定 

根据生肉质量和 DNA 浓度、DNA 浓度和 DNA
拷贝数呈一定的线性关系，以 DNA 浓度为中间换算

值，得到生肉质量和 DNA 拷贝数的计算公式，羊的

计算公式 M 羊=0.12C-10.6，猪的计算公式 M 猪

=0.07C+4，其中，C 指每微升的拷贝数（copies/μL），
M 指肉样的质量（mg）。 

 

图5 猪肉DNA浓度和DNA拷贝数之间的关系 

Fig.5 Linear relationship between DNA concentration and DNA 

copy number of pork 

2.5  已知肉样质量的检测 

为验证建立的 ddPCR 方法的准确性，本实验对已

知掺假比例的肉样进行 DNA 的提取，对提取的 DNA
进行 30 倍的稀释，取 4 μL 进行实验，将实验得到的

拷贝数带入生肉质量和拷贝数的计算公式中计算得出

生肉的质量。实验表明，测量值和实际值相差不大，

可以作为实际市售样品的检测提供依据。表 2 即是已

知掺假比例的肉样的检测结果。 

2.6  市售样品的检测 

通过对市售样品的检测，验证本实验 ddPCR 方法

的准确性和实用性。由于目前市场上肉制品种类众多，

鱼龙混杂，单从感官上无法识别肉制品的真实性，更

无法识别肉制品是蓄意掺假还是无意识的污染，本实

验从定量的角度来判别肉制品的掺假问题，弥补了普

通 PCR 和荧光 PCR 的不足。 
本实验针对所建立物种羊和猪的肉制品进行检

测，经实验所得市售羊和猪的样品均存在一定的掺假

现象，结果如表 3 所示，市售的羊肉制品标签上并未

显示含有其它物种的肉。经 ddPCR 测定后羊肉的含量

最高是 56%，最低为 43.4%，所测样品结果大概在 50%
左右。猪肉制品所含的实际含量就更少了，最高含量

在 36.69%，最低为 5.25%。这表明了现有的市售样品

都存在一定的掺假情况，本实验从定量的角度区别了

掺假的程度，建立羊肉和猪肉检测体系的实际应用能

力。 
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表2 已知掺假比例的模拟混合样品的ddPCR的定量分析 

Table 2 Quantitative analysis of ddPCR in simulated mixed samples of known adulteration ratio 

样品编号 
羊肉 猪肉 

实际质量/mg 实验测量值/mg 相对标准偏差/% 实际质量/mg 实验测量值/mg 相对标准偏差/%

1 90 80.48 -10 10 11.21 12 

2 80 75..8 -5 20 19.96 0.2 

3 70 67.88 -3 30 32.35 7.8 

4 60 57.92 -3 40 40.05 0.12 

5 50 50.12 0.2 50 48.94 -2.1 

6 40 40.76 1.9 60 62.38 3.9 

7 30 29.48 -1.7 70 65.88 -5.8 

8 20 19.28 -3.6 80 85.97 7.4 

9 10 9.56 -4.4 90 92.69 2.9 

表3 市售样品ddPCR的定量分析 

Table 3 Quantitative analysis of samplesin local supermarket 

市售样品 实际羊肉质量百分比/% 实际猪肉质量百分比/% 

预包装羊肉串 56 0 

散装羊肉串 43.40 0 

预包装羊肉片 50.84 0 

预包装羊肉卷 54.32 0 

散装羊肉卷 48.08 0 

培根切片 0 36.69 

酱熏肘花 0 5.25 

肉灌肠 0 14.29 

烟熏火腿 0 7.22 
猪肉铺 0 18.70 

注：所测市售样品称取质量均为 100 mg。 

3  结论 

现在普通 PCR 研究肉类掺假已不能满足要求，定

量研究肉源性成分，解决目前市场上对肉类掺假问题

的监管和控制，是目前研究的热点。 
3.1  数字 PCR 建立了肉类掺假的定量分析，给肉制

品市场监管提供了有效的方法，该技术不依靠标准曲

线和内参基因，而是通过 DNA 的浓度作为中间换算

值，建立生肉质量和拷贝数的关系，通过拷贝数直接

推算出生肉的质量。王珊等[10]主要做了荧光 PCR 和数

字 PCR 的方法比较，具有一定的意义，本文针对数字

PCR 对肉类掺假的检测进行了更为细致的研究。数字

PCR 对肉类掺假的检测方法比普通和荧光 PCR 的方

法更方便和快捷，用时短，且能很好的解决在肉类流

通过程中是人为因素的掺假还是无意的沾染，提高了

工作的效率。 
3.2  为验证 ddPCR 方法的准确性，本实验进行了已

知质量的肉类的掺假检测，实验结果表明实际值和测

得的理论值相差不大，说明该方法的实际应用能力较

强，市场应用潜力较大。 
3.3  为更加贴合实际，本实验还采取了市售样品的检

测，由于市售肉及肉制品成分复杂多样，肉品种类复

杂，通过建立的 ddPCR 的方法能特异性的对羊肉和猪

肉进行检测。发现某些品牌的羊肉制品未标明掺假，

但实际含量却都在 50%左右，均与标签不符；所选的

几项猪肉制品，猪肉含量最高者为 36.69%，最低含量

为 5.25%，实际猪肉的含量都不到总量的一半。说明

现在市场上掺假现象还是严重的。该方法的建立能快

速准确的对市场上用廉价肉代替高价肉的现象进行检

测。综上所述，数字 PCR 快速、便捷具有一定的抗干

扰能力，满足了绝对定量的要求。目前市场肉制品的

混乱，宗教和民族信仰的问题，数字 PCR 方法的建立

为市场监管，打击不法商贩，维护民族宗教信仰等问

题上开辟了一条新的途径，维护了消费者的权益。 
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